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No presente estudo, aplicação exógena de 24-epibrassinolídeo, um fito 
hormônio, foi feita através de irrigação em uma única concentração (10-7 M) no 
substrato em que plantas da espécie Cymbopogon citratus e Cymbopogon 
flexuosus (Poaceae) foram cultivadas visando comparar as possíveis 
mudanças fisiológicas acarretadas para as espécies quanto ao seu  
crescimento (altura), ganho de massa, teor de clorofila, teor de amido,  
açúcares totais e sacarose nas folhas e a quantidade de óleo essencial 
produzida, bem como no perfil químico do óleo essencial das folhas destas 
plantas e na sua atividade antimicrobiana, antiproliferativa frente à linhagens 
celulares tumorais humanas e linhagem não tumoral e na capacidade 
antioxidante destes produtos naturais. Os resultados mostraram que a 
aplicação de 24-epibrassinolídeo levou a modulação da composição química 
dos óleos essenciais de ambas as espécies, promovendo o aumento da 
concentração de componentes majoritários, sobretudo de Neral e Geranial. Os 
parâmetros de crescimento das espécies estudadas não revelaram diferenças 
entre os grupos controles e tratados, para ambos os períodos de 15 e 52 dias 
após a aplicação do 24-epibrassinolídeo, sendo neutra a atividade do deste 
brassinosteróide sobre o ganho de massa, teor de clorofila e teor de açúcares. 
A atividade antimicrobiana do óleo das duas espécies foi modulada com o 
tratamento, melhorando o valor da MIC dos óleos e também o seu espectro de 
ação frente as cepas indicadoras estudadas. A atividade antioxidante dos óleos 
essenciais foi maior no grupo que recebeu o tratamento com o brassinolídeo 
por 15 dias, com atividade mais potente em relação ao seu grupo controle, 
verificando-se comportamento similar para o grupo que recebeu o 24- 
epibrassinolídeo do período 52 dias de tratamento, para ambas as espécies. A 
atividade antiproliferativa foi confirmada, para o óleo essencial dos quatro 
grupos, controles e tratamentos, para ambas as espécies, com efetiva atividade 
antiproliferativa contra as linhagens de células tumorais U251 (glioma), 
OVCAR-3 (ovário) e K562 (leucemia), com valores de TGI (concentração que 
leva a inibição total da proliferação celular) entre 0,10 e 113,41 µg/mL para o 
óleo essencial das folhas das plantas que receberam o 24-epibrassinolídeo por 
52 dias da espécie C. flexuosus e entre 0,05 e 202,15 µg/mL, respectivamente. 
No entanto, o efeito modulador no perfil químico e nas atividades do óleo 
essencial das folhas de C. citratus e de C. flexuosus deve ser pesquisado com 
mais detalhe em estudos sistemáticos para avanço do conhecimento em 
abordagem multidisciplinar com vistas ao desenvolvimento tecnológico de 
sistemas adequados para a produção vegetal e de moléculas de valor 
agregado. 
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In the present study, a exogenous application of 24-epibrassinolide, a phyto 
hormone, was made through irrigation in a single concentration (10-7 M) in the 
substrate in which plants of the species Cymbopogon citratus and Cymbopogon 
flexuosus (Poaceae) were cultivated in order to compare the possible 
physiological changes to these species, as regards their growth (height), mass, 
chlorophyll content, starch content, total sugar and sucrose in the leaves and 
the amount of essential oil produced as well as the chemical profile of these oils 
and their antimicrobial activity, antiproliferative against the human tumor cell 
lines and non-tumor line and the antioxidant capacity of these natural products. 
The results showed that application of 24-epibrassinolide led to modulation of 
the chemical composition of essential oils of both species promoting the 
concentration of the major components, especially Neral and Geranial. Growth 
parameters of the studied species revealed no differences between the control 
and treated groups, for both periods of 15 and 52 days after the application of 
24-epibrassinolid, being neutral activity of this brassinosteroid on the mass, 
chlorophyll content and sugar content. The antimicrobial activity of the oils was 
modulated with treatment, improving the value of MIC oils and also their range 
of action across the studied indicator strains. The antioxidant activity of  
essential oils was higher in the group receiving treatment with homobrassinolide 
for 15 days, with more potent activity in relation to its control group, verifying 
behavior similar to the group receiving the 24-epibrassinolid period 52 days 
treatment for both species. The antiproliferative activity was confirmed in the 
essential oil of the four groups, controls and treatments for both species, with 
effective anti-proliferative activity against tumor cell lines U251 (glioma), 
OVCAR-3 (ovarian) and K562 (leukemia) with TGI values (concentration which 
leads to complete inhibition of cell proliferation) between 0.10 and 113.41 mg / 
ml for the essential oil of the leaves of the plants that received the 24- 
epibrassinolide by 52 days of the species C. and between flexuosus 0.05 and 
202.15 mg / mL, respectively. However, the modulatory effect on the chemical 
profile of the essential oil and their activities should be researched in more 
detailed and systematic studies to advance knowledge in a multidisciplinary 
approach with a view to the technological development of appropriate systems 
for crop production and value-added molecules. 
Keywords: Cymbopogon citratus, Cymbopogon flexuosus, essential oil, 
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Hormônios vegetais ou fitohormônios são moléculas sintetizadas pelas 
plantas que controlam uma gama de atividades regulatórias e/ou de sinalização 
entre células isoladas ou em tecidos e órgãos, tendo atividade em 
concentrações extremamente baixas (KUMAR; KHURANA; SHARMA, 2014). 
Muitas classes de fitohormônios são atualmente conhecidas: auxinas, 
responsáveis por processos de alongamento celular e controle de gemas 
apicais e laterais; giberelinas, que levam ao crescimento de tecidos 
promovendo divisão celular, a produção de flores e a germinação de sementes; 
citocininas, produzidas nas raízes e que proporcionam o crescimento deste 
órgão, além de retardar os processos de envelhecimento vegetal; etileno, gás 
responsável pelo amadurecimento de frutos climatéricos e também pela perda 
de galhos e folhas, sobretudo quando estes sofrem ataques de predadores ou 
senescem; ácido abscísico, inibem a germinação de sementes, impedindo que 
os embriões se desenvolvam em ambientes com condições inapropriadas para 
seu crescimento e também no controle da abertura e fechamento de 
estômatos, protegendo o vegetal contra a desidratação (KUMAR; KHURANA; 
SHARMA, 2014; LI et al., 2016). 
Outras substâncias foram recentemente identificadas como hormônios 
vegetais, dentre elas os jasmonatos, o ácido salicílico e os brassinosteróides, e 
muitos estudos sobre seus mecanismos de ação e efeitos fisiológicos vem 
sendo realizados (LIU et al., 2016; QI et al., 2016; SOARES et al., 2016; 
STEWART et al., 2016). 
Os brassinosteróides (BRs) são hormônios vegetais esteróis que 
regulam processos diversos relacionados ao crescimento e desenvolvimento  
de plantas (ZULLO e ADAM, 2002) em concentrações micro e nanomolares 
(SASSE, 2003), como o estímulo à síntese de pigmentos fotossintéticos ou a 
proteção desses pigmentos (FARIDUDDIN; AHMAD; HAYAT, 2003; HAYAT et 
al., 2007), conferindo resistência em plantas crescendo sob estresses bióticos  
e abióticos (JANECZKO et al., 2007), bem como promovendo o alongamento 




inibição de crescimento em raízes, a síntese de Etileno, o controle do processo 
fotossintéticos e de senescência e a ativação e/ou inativação de  enzimas, 
como ilustrado na figura 1 (ZHANG et al., 2013). 
 
 
Figura 1 – Exemplos de atividades reguladas por brassinosteróides. Da esquerda para direita: 
germinação de sementes e alongamento de caules, proteção contra ataques de patógenos, 







Os hormônios esteroides são conhecidos nos animais há muitas 
décadas, mas nos vegetais sua descoberta se deu em 1979, com o isolamento 
do Brassinolídeo, um BRs, dos grãos de pólen da espécie Brassica napus, de 
onde o nome dessa classe de hormônios foi derivada posteriormente (GROVE 
et al., 1979; STEFFENS, 1991). 
Estes hormônios são derivados da rota sintética de óleos vegetais( 
KLAHRE et al., 1998; O'CONNEL et al., 2012; CHUNG; CHOE, 2013;) (figura 
2), pela oxidação, hidroxilação e redução de campesterol (Klahre,1998) 
originando o Brassinolídeo, molécula precursora de todos os brassinosteróides, 
que se diferenciam pelos radicais diversos que se unem a esse esqueleto 












Os brassinosteróides mais comumente utilizados são o 24- 
epibrassinolídeo e 28-homobrassinolídeo (Figura 3). 
 
 
Figura 3 – Imagem ilustrativa da estrutura química dos precursores de hormônios 
Brassinosteróides naturais (Campesterol e Brassinolídeo) e comerciais (24-epibrassinolídeo e 




WANG e CHORY (2006) demonstraram em seus experimentos que o 
mecanismo de ação dos brassinosteróides se dá através da ligação dessas 
moléculas a receptores específicos, conhecidos por quinases BRI1, presentes 
na superfície de membranas celulares. Após essa ligação, uma cadeia de 
reação se inicia no citoplasma, resultando em alterações de expressão gênica  
e controle enzimático (LI et al., 2012). 
Contudo, trabalhos recentes mostraram danos e efeitos nocivos de BRs 
quando estes estão presentes em excesso no tecido vegetal, impedindo os 
mecanismos naturais de feedback que regulam a ação hormonal(SUN et al., 
2010). Dentre seus efeitos deletérios, temos: atrofiamento de raízes, 
desenvolvimento de caules anômalos, clorose em folhas jovens e, nos casos 
extremos, morte do vegetal (HAYAT et al., 2007; YUSUF, FARIDUDDIN, 
AHMAD, 2012; FARIDUDDIN et al., 2013; SHARMA et al., 2013),   destacando- 
se a importância de estudos aprofundados para um entendimento satisfatório 
da relação entre concentração e toxicidade deste hormônio para diferentes 
espécies . 
Durante o início dos anos 2000, os estudos envolvendo as atividades 
promotoras de crescimento e desenvolvimento de brassinosteróides se 
intensificaram graças a comercialização de substâncias com a mesma 
atividade biológica. 
FARIDUDDIN, AHMAD e HAYAT (2003) em seu trabalho com feijão-da- 
china (Vigna radiata L.) obtiveram um aumento substancial de clorofila nas 
folhas de espécimes tratados com 28-homobrassinolídeo, sobretudo quando 
estes vegetais estavam sendo cultivado em solos salinos. A atividade 
enzimática da anidrase carbônica também mostrou-se aumentada, bem como 
os níveis de eficiência na carboxilação, a permeabilidade estomática e o 
consequente aumento da massa seca por esta facilitação e melhora na 









Figura 4 - Correlações entre a taxa fotossintética (Pn) e a atividade da Anidrase Carbônica (CA), quantidade de 





Trabalhos posteriores com diferentes espécies de interesse comercial, 
como arroz (Oriza sativa L.) e tomate (Lycopersicum esculentum), mostraram 
os mesmos efeitos protetores dos BRs sobre a clorofila e o aumento na taxa 
fotossintética e no ganho de massa seca (AHAMMED et al., 2013; DALIO et al., 
2011; OGWENO et al., 2008; SHARMA et al., 2013; SWAMY e RAO, 2008; XIA 
et al., 2009). Desta forma, fica evidente que os BRs desempenham um 
importante papel na regulação do metabolismo de carboidratos, sendo que o 
amido, um precursor de vários compostos orgânicos essenciais, representa 
40% da massa seca total em folhas adultas (SPOERH e MILNER, 1936). 
Outras substâncias têm sido utilizadas como promotores e reguladores 
de crescimento, sobretudo pequenas moléculas como hormônios e fitoalexinas, 
visando a alteração de produtos de metabolismo secundário, seja para 
enriquecimento de nutrientes em culturas para consumo, bem como para 
potencializar efeitos biológicos de extratos fenólicos e misturas complexas 
como óleos essenciais (PHATAK; HEBLE, 2002; BOSE et al., 2013; 
HAZZOUMI; MOUSTAKIME; JOUTEI, 2014; KOMBRINK, E. AND KAISER, 
2015;) 
Aplicações exógenas de BRs tem mostrado efeito regulatório e promotor 
também para substâncias provenientes do metabolismo secundário dos 
vegetais, como evidenciado no trabalho de SWAMY e RAO (2008; 2009) com 




óleo essencial e aumento da concentração de geraniol nesse óleo. AYAD et al. 
(2009) também obtiveram melhora na produção de óleo essencial de  
espécimes de Pelargonium graveolens tratadas com alfa tocoferol e 
estigmasterol, moduladores metabólicos, com incremento na concentração de 
citronelol e linalol nesse óleo. 
SERNA et al. (2013) observaram, também, incremento na quantidade de 
outras substâncias do metabolismo secundário, como fenóis totais e ácidos 
orgânicos, bem como na melhora de atividades biológicas destes extratos 
tratados, com destaque para atividade antioxidante, a qual os autores 
concluíram ser resultado da sinergia de compostos possivelmente aumentados 
(Figuras 5 e 6). 
 
 
Figura 5 - Efeito de análogos de brassinosteróides pulverizados em tecidos foliares (DI-31 e 
DI-100) sobre o teor total de atividade antioxidante de endívia. T2 e T3 a 4, 8 e 12 ppm, 
respectivamente, misturados com o fertilizante comercial Tomex Amin. T01 é o controle sem a 
presença de fertilizante e T02 controle com o fertilizante.Os valoresseguidospela mesma 
letranão mostraram diferença estatisticamentesignificativa (p <0,05). Retirado de Serna et al. 








Figura 6 - Efeito de análogos de brassinosteróides pulverizados em tecidos foliares (DI-31 e 
DI-100) sobre o teor total de fenóis em endívia. T2 e T3 a 4, 8 e 12 ppm, respectivamente, 
misturados com o fertilizante comercial Tomex Amin. T01 é o controle sem a presença de 
fertilizante e T02 controle com o fertilizante.Os valoresseguidospela mesma letranão mostraram 





Dentre as substâncias provenientes do metabolismo secundário dos 
vegetais, destacam-se os óleos essenciais, mistura complexa de compostos 
terpenóides, predominantemente mono e sesquiterpenos, oriundas das rotas 
metabólicas conhecidas como via do ácido mevalônico, que possui como 
molécula base acetil coenzima A (acetilCoA), e via do metileritritol fosfato, 
exclusiva dos vegetais e que tem como molécula base o piruvato, (figura 7) 







Figura 7 – Esquema exemplificando as rotas de terpenóides no metabolismo 
secundário dos vegetais. MEP- via metileritritol fosfato, exclusiva de vegetias. MVA- via 
do ácido mevalônico. Adaptado de Taiz & Zeiger (2004). 
 
 
São responsáveis pela produção de odores em folhas e flores, 
desempenhando um importante papel na atração de polinizadores, além de 
funcionarem como proteção contra microrganismos patógenos (KHAN e 
AHMAD, 2012) e insetos, sendo que nos últimos, a interação e pressão seletiva 
durante a co-evolução levou os vegetais a produzirem óleos capazes de 
alterarem comportamentos típicos, rotas metabólicas imprescindíveis e até 
mesmo a atividade neuroendócrina, tornando estes insetos estéreis (GARCIA e 
AZAMBUJA, 2004). 
Sua composição e quantidade dependem de alguns fatores bióticos, 
como idade, parte coletada e saúde do vegetal; bem como de fatores abióticos, 
como intensidade luminosa, época de coleta, local de coleta, variações 
climáticas bruscas e estiagem. Contudo, os compostos majoritários costumam 
manter-se constantes, servindo como excelentes marcadores químicos (PINTO 




Graças a sua extensa lista de atividades biológicas, estes óleos têm 
atraído olhares do setor industrial, seja na forma de essências ou conservantes 
na indústria cosmética e alimentícia, ou como possíveis novas fontes de 
antibióticos e substâncias para o combate de células tumorais menos 
agressivos que as atualmente utilizadas (BIDINOTTO et al., 2012; CARMO et 
al., 2013; DE OLIVEIRA et al., 2013). 
Muitas espécies vegetais são utilizadas na medicina popular há milênios 
e seus benefícios vem sendo comprovados pela ciência (PHILLIPSON, 2001). 
Grande parte dessas ervas tornaram-se importantes fontes de óleos essências 
e matéria-prima (KOMBRINK AND KAISER, 2015). 
DUARTE et al. (2005) realizaram um estudo com as principais plantas 
utilizadas na medicina popular brasileira, testando sua eficácia contra a 
levedura Candida albicans, um patógeno oportunista que tende a causar  
graves infecções em pessoas imunodeficientes ou imunosuprimidas. Seus 
resultados mostraram que o óleo essencial de muitas das espécies 
apresentaram ação antifúngica contra essa cepa, enquanto os extratos 





Tabela 1 – Concentração de óleo essencial e resultados de CIM (adaptado de Duarte et al, 
2015). 
 
Espécie Óleo Essencial (M/M %) CIM (mgmL-¹) 
Achillea millefolium L. 0.19 0.25 
Anthemis nobilis L. 0.22 0.8 
Artemisia annua L. 0.15 1.0 




Cyperus articulates L. 0.70 1.6 
Cyperus rotundus L. 0.15 0.6 
Lippia alba (Mill.) N.E. Br. 0.10 0.6 
Mentha arvensis var. piperita 
L. 
0.26 1.1 
Mentha piperita L. 0.80 0.6 
Mentha pulegium L. 0.42 0.74 
Mikania laevigata Sch. Bip. Ex 
Baker 
0.05 0.2 
Piper aduncum L. 0.13 2.0 
Plectranthus barbatus Andrews 0.12 2.0 
Stachytarpheta cayennensis 
(Rich.) Vah l 
0.03 0.25 






Os óleos essenciais tem sido utilizados, também, para combate a células 
tumorais graças a forte atividade antioxidante que possuem (BEGNINI et al., 
2014). Muitos terpenóides mostraram-se efetivos no combate a células 
tumorais humanas de diversas linhagens por suas capacidades de diminuírem 
a inflamação na região tumoral e, consequentemente, o fluxo sanguíneo, além 
de facilitarem as reações em cadeia de caspases e comprometerem a 
integridade das células tumorais, levando-as a apoptose (HENRIQUE et al., 




Dentre as espécies de ervas utilizadas, o gênero Cymbopogon é 
mundialmente empregado, seja na forma de chás, emplastros, saladas ou 
incenso, para o combate de problemas gastrointestinais e também por suas 
propriedades calmantes e anti-inflamatórias (GANJEWALA, 2009). 
Pertencentes à família das Poáceas, as espécies destes gêneros são 
cosmopolitas, desenvolvendo-se em abundância nas zonas tropicais e 
caracterizam-se por serem ervas ou arbustos de pequeno ou médio porte, 
anuais e que possuem inúmeras células secretoras na região abaxial de suas 
folhas que produzem substâncias resiníferas e odoríferas, responsáveis pelas 
suas propriedades aromáticas (GANJEWALA e LUTHRA, 2010). 
As espécies Cymbopogon citratus (DC) Stapf. e Cymbopogon flexuosus 
(Nees ex Steud.) Will. Watson (figura 8) são originárias da Índia e são 
conhecidas na indústria farmacêutica por lemon grass west e lemon grass east, 
respectivamente, devido a utilização de seus óleos essenciais. No Brasil, são 
denominadas indistintamente como erva-cidreira ou capim-limão. 
Figura 8 – As espécies Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus, respectivamente. 
São conhecidas popularmente como erva-cidreira, capim-limão, capim-santo e capim-cidreira. 






A espécie C. citratus produz 0,5% de óleo essencial, aproximadamente, 
cujo o principal constituinte é o citral, molécula bioativa com efeito 
espasmolítico, calmante, analgésico e anti-inflamatório (CRAVEIRO et al.,  
1986; FRANCISCO et al., 2011; LORENZI e MATOS, 2002), além de possuir 
atividade antimicrobiana contra diversas bactérias e leveduras, como as do 
gênero Candida (FERREIRA et al, 2009; NAIK et al, 2010; TYAGI e MALIK, 
2010).(NAIK et al., 2010) 
A espécie C. flexuosus possui rendimento de óleo essencial variável, 
dependendo fortemente de suas condições de cultivo e idade do vegetal, 
estando no intervalo entre 0,35% a 0,6% (ZHELJAZKOV et al., 2011). Seu óleo 
é bastante utilizado pelos seus efeitos anti-inflamatórios, antioxidantes e 
antimicrobianos, características atribuídas a presença de eugenol, citral, neral, 
geranial e geraniol(SHARMA et al., 2009). Seu óleo tem apresentado um 
grande potencial citotóxico no combate à células tumorais humanas em  
ensaios in vitro (BIDINOTTO et al., 2012; GANJEWALA e LUTHRA, 2010; 
SHARMA et al., 2009). 
Estudos com óleos essenciais visando o controle de patógenos têm 
merecido atenção devido à resistência microbiana a diversos fármacos em uso, 
limitando assim a disponibilidade de agentes quimioterápicos para o tratamento 
de doenças por eles causadas. 
Apesar da similaridade entre as espécies C. citratus e C. flexuosus, seus 
óleos possuem características distintas, todavia, às vezes, são comercializados 
como produto único. 
Embora os estudos demonstrem a relação entre Brassinosteróides e a 
produção de amido e carboidratos e desses com a biossíntese de terpenóides, 
constituintes de óleos essenciais, não há nada na literatura relatando efeitos de 
BRs no crescimento ou metabolismo de C. citratus e C. flexuosus, ou em 









2.1. Objetivo geral 
 
Este estudo teve por objetivo geral avaliar o efeito do tratamento 
com o precursor hormonal 24-epibrassinolídeo no crescimento vegetal, no perfil 
de constituintes voláteis e nas atividades biológicas e antioxidante dos óleos 




2.2. Objetivos específicos 
A partir dos óleos essenciais obtidos das folhas das espécies 
Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus, tratados e não-tratados: 
 
 
 avaliar possíveis relações entre os efeitos do 24-epibrassinolídeo sobre 
parâmetros de crescimento, teores de carboidratos e na quantidade e 
constituição dos óleos essenciais; 
 avaliar o efeito do 24-epibrassinolídeo na atividade antimicrobiana  
(frente a bactérias e fungos) destes óleos essenciais; 
 investigar o efeito do 24-epibrassinolídeo na atividade antiproliferativa 
(frente a linhagens de células tumorais humanas e em linhagem controle 
não tumoral) dos óleos essenciais; 







3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
3.1. Condições de cultivo. 
 
 
As mudas de Cymbopogon citratus e Cymbopogon flexuosus (Nees ex 
Steud.) Will. Watson foram obtidas no Banco de Germoplasma de Plantas 
Aromáticas e Medicinais do Instituto Agronômico (IAC/APTA) e  foram 
cultivadas em casa de vegetação, sob luz e temperatura naturais, na área 
experimental externa do Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de 
Biologia, Unicamp, Campinas, São Paulo, Brasil (22°49' S, 47°06' W e 670 m 
de altitude). A identificação botânica dos lotes de plantas fornecidos pelo IAC 
foi realizada pela Dra. Eliane G. Fabri (IAC/APTA). As temperaturas máximas  
e mínimas foram anotadas durante o período experimental. A irrigação foi feita 
por aspersores, três ou mais vezes por dia, dependendo da necessidade. As 
mudas de C. citratuse C. flexuosus cresceram em bandejas, de 30 por 20 cm 
contendo solo especial para cultivo (Genesolo®, caracterizado como  
fertilizante orgânico classe B), na proporção de duas partes de solo para uma 
parte de areia. Optou-se por fazer as coletas de material vegetal em dois 
períodos (aos 15 e 52 dias após a aplicação do 24-epibrassinolídeo) porque 
possíveis diferenças nos metabolismos, durante os dois períodos, poderiam 
resultar em óleos essenciais com perfil químico e atividades biológicas 
diferentes. Para tanto aos 15 dias de tratamento, com a ajuda de tesoura, 
foram retiradas porções similares de folhas das plantas controle e das plantas 
tratadas com o 24-epibrassinolideo para obtenção do óleo essencial e 
realização das análises químicas e biológicas, sendo as demais condições de 
cultivo mantidas inalteradas para as plantas estudadas que permaneceram em 
casa de vegetação até se completar os 52 dias de tratamento. 
O experimento foi realizado entre os meses de março a junho de 2013. 
 
 




O precursor hormonal 24-epibrassinolídeo (Sigma - St. Louis, USA) foi 
dissolvido em etanol (1mg mL-1) e posteriormente diluído em água destilada até 
a concentração de 10-7 M, concentração essa não-tóxica e que está dentro da 
faixa fisiologicamente ativa para brassinosteróides em plantas conforme DALIO 
et al, (2011). O 24-epibrassinolídeo foi fornecido às plantas, em dose única, por 
aplicação no substrato, quinze dias antes da coleta dos dados. A aplicação foi 
realizada após o término do período de floração das espécies vegetais 
estudadas. 
Ainda foram escolhidos os intervalos de tempo de 15 e 52 dias após a 
aplicação do 24-epibrassinolídeo para a coleta de dados e óleo essencial, uma 
janela temporal suficiente para observação de diferenças advindas de 
mudanças metabólicas entre os tratamentos e controles. Para tanto, as plantas 
de ambas as espécies foram divididas em quatro grupos, contendo 5 indivíduos 
cada: controle para 15 dias, tratamento pós-15 dias, controle para 52 dias, 




3.3. Avaliação de parâmetros de crescimento das plantas 
 
 
As massas frescas e secas das folhas foram obtidas, randomicamente, 
de cada vaso dos tratamentos (n=10) e comparadas após secagem em estufa  
a 60ºC durante 48h. 
Foi verificada, também, a altura dos espécimes de cada vaso, em todos 
os tratamentos. 
 
3.4. Comparação de níveis de clorofilas nas folhas. 
 
 
Foram escolhidas, ao acaso, folhas expandidas em cada um dos vasos 
dos tratamentos das quais foram obtidas medidas com o uso do aparelho 
portátil SPAD (Opti-Sciences, modelo CCM-200), que verifica a atividade da 
clorofila na faixa de comprimento de onda entre 645 e 663 nm (YADAVA, 1986; 










3.5. Extração de amido, açúcares solúveis totais e sacarose nas 
folhas 
 
Folhas frescas foram selecionadas ao acaso, retirando-se 1g de limbo 
foliar, que foi submerso em N2 líquido e guardado em freezer por 24 horas. 
Após este período, o material foi macerando em almofariz com 
metanol:clorofórmio:água nas proporções 12:5:3, v/v/v, respectivamente, para 
promover a separação das moléculas de açúcares presentes (BIELESKI e 
TURNER, 1966). Decorrido 24 horas sob temperatura ambiente, as amostras 
foram centrifugadas a 2000 rpm, durante 30 minutos. 
O sobrenadante (4mL) recebeu 1mL de clorofórmio e 1,5mL de água, 
promovendo separação de fases, sendo que a fase aquosa foi concentrada em 
banho-maria a 45 oC por 8 horas. Por fim, as amostras obtidas foram 
armazenadas em freezer para dosagem de açúcares solúveis totais e 
sacarose. 
Para a extração do amido, o precipitado obtido acima foi ressuspendido 
em 10mL de ácido tricloroacético a 10 % (p/v). Após 24 horas, o extrato foi 
centrifugado a 2000rpm, durante 30 minutos e o sobrenadante foi descartado. 
O precipitado restante foi acrescido de ácido perclórico a 30% (v/v) para 
a digestão do amido (MCCREADY et al., 1950), sendo por fim, centrifugado a 
2000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante, com açúcares da digestão do 
amido, coletado. 
 
3.6. Dosagem de sacarose. 
 
 
Os teores de sacarose foram determinados de acordo com o método de 
Handel (1968). As amostras foram comparadas a uma curva analítica de 
sacarose com valores entre 0,0125 a 0,00125 mg/mL. 
Tubos contendo 0,5 mL das soluções contendo açúcares receberam 100 
mL de KOH a 30% e foram incubados em banho-maria a 100ºC por 10  




em água destilada e 0,5 mL de H2SO4 concentrado), sendo agitados e após 




3.7. Dosagem de açúcares solúveis totais 
 
 
Para a dosagem de açúcares totais foi adotado o método de GRAHAM e 
SMYDZUK (1965). 
As amostras receberam solução de Antrona,ficando em agitação 
constante em incubadoras de banho-maria a 40 oC por 15 minutos. 
As soluções também foram incubadas em banho-maria a 90 oC por 20 
minutos e, em seguida, transferidas para escuro. 
As absorbâncias foram medidas em espectrofotômetro a 620nm e 




3.8. Dosagem de amido 
 
 
O protocolo foi semelhante aquele utilizado para a dosagem de açúcares 
solúveis totais. Contudo os dados obtidos foram multiplicados por um fator de 




3.9. Extração de óleos essenciais das folhas 
 
 
Folhas frescas foram submetidas à hidrodestilação em aparelho do tipo 
Clevenger por 4 horas, seguindo método descrito por STEFANELLO et al. 
(2008). 
No final de cada destilação, os óleos obtidos foram secos com agente 
dissecante Na2SO4, tiveram sua quantidade determinada e foram transferidos 
para frascos de vidro escuro e mantidos em freezer à temperatura de -18°C. 
 
3.10. Análise de voláteis e perfil químico por Cromatografia Gasosa 




As análises por Cromatografia Gasosa com detecção por Espectrometria 
de Massas (CG/MS) foram realizadas em equipamento CG/EM, Modelo 
GC2010/QP2010 Plus (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japão) equipado com 
injector automatico AOC-20i (Shimadzu) e usando detector seletivo de 
espectrometria de massas, uma coluna capilar Restek Rtx-5MS (30m x  
0,32mm ID 0,25µm) e operado de acordo com metodologia descrita por 
STEFANELLO et al. (2008): 60 ºC por 3 min e, em seguida, foi programada 
uma rampa de 60-150 ºC com aumento de 2 ºC/min e depois mantido em 
isoterma a 150 ºC por 2 min e aumento de 150-250 ºC a uma taxa de 
aquecimento de 15 ºC/min, mantendo a isoterma 250 ºC por 3 min. O gás de 
arraste foi o hélio (1 mL/min) e a temperatura do injetor foi de 250ºC. As 
análises foram realizadas no modo de injeção split (split ratio 1:20, v/v). A 
análise de espectrometria de massas (MS) foi realizada empregando voltagem 
de 70 eV com intervalo de monitoramento de 0,3 s para massas entre 40 e 350 
Da. Os componentes do óleo essencial foram identificados por comparação de 
seus índices de retenção (em relação aos n-alcanos) e os espectros de massas 
por comparação com aqueles encontrados na literatura (MCLAFFERTY e 
STAUFFER, 1989; ADAM, 1995) e armazenados no banco de dados do 
equipamento CG-MS (NIST 1998). As análises foram realizadas em triplicata. 
 
 
3.11. Avaliação da atividade antimicrobiana 
 
 
A ação antibacteriana e antifúngica foi determinada por microdiluição 
segundo método do CLSI, disponibilizado pela ANVISA (2013),  com 
adequação do método descrita por SALVADOR et al.(2002). 
Foram utilizadas cepas de referência e de rotina de bactérias e 
leveduras, agrupadas da seguinte forma: bactérias Gram-negativas 
(Escherichia coli - ATCC 10538, Escherichia coli – ATCC 10799, Salmonella 
thiphymurium Sth cepa de campo, Enterobacter aerogenes Ea cepa de campo 
e Pseudomonas aeruginosa - ATCC 27853); bactérias Gram-positivas (Kocuria 
rhizophila – ATCC 9341, Staphylococcus aureus - ATCC 6538, Staphylococcus 
epidermidis – ATCC 12228, Bacillus subtilis – Bs cepa de campo) e leveduras 




glabrata - ATCC 30070, Candida dubliniensis ATCC 777 e Candida parapsilosis 
- ATCC 22019). 
As bactérias foram cultivadas por 24 horas à 37 oC em meio de cultura 
Müller Hinton (Difco)-MHb.,enquanto as leveduras foram cultivadas por 24 
horas a 37oC em meio de cultura Sabouraud dextrose (ASD). 
Todas as cepas utilizadas foram mantidas como culturas no Laboratório 
de Tecnologia Fitofarmacêutica e de Bioensaios do Departamento de Biologia 
Vegetal, Instituto de Biologia, Unicamp. 
A atividade antimicrobiana e determinação da concentração inibitória 
mínima (CIM) foram conduzidos em placas de microdiluição de 96 poços, 
utilizando-se50 L do Meio de cultura (caldo TSb ou ASD), 50 L das amostras 
em diferentes diluições (0,15 e 10 µL/mL) e 10 L do Inóculo Padronizado (5 x 
108 UFC/mL) de microorganismos. 
As placas foram incubadas à 37 oC, por 24 horas para as bactérias e 48 
horas para as leveduras. Após este período, foi adicionado 20µL de solução 
aquosa0,5% de sal de Tetrazolium (TTC - triphenyl tetrazolium chloride,  
Merck). 
A CIM foi definida como a menor concentração (µL/mL) em que uma 
amostra conseguiu inibir 100% o crescimento das cepas, mensurada através  
de leitura da microplaca no comprimento de onda de 570nm (SALVADOR et  
al., 2002). Usou-se Bacitacina (0,2µL/mL) e Cetoconazol (100 µg/mL) como 
controle positivos, para bactérias e leveduras, respectivamente, e como 
controle negativo o diluente Propilenoglicol/RPMI-1640, na proporção 1:19  
(v/v). 




3.12. Avaliação da atividade antiproliferativa frente a linhagens de 
células tumorais e controle 
 
Os óleos essenciais foram avaliados quanto a sua atividade 
antiproliferativa em painéis de células tumorais humanas, sendo que a inibição 




ensaio da sulforrodamina B (SBR) de acordo com a metodologia de    SKEHAN 
et al. (1990). 
 
Para a realização dos experimentos, foram utilizadas as seguintes 
linhagens celulares nas suas respectivas densidades de inoculação: pulmão 
(NCI-460: 4,0 x 104), mama (MCF-7: 6,0 x 104), mama resistente (NCI-ADR: 5,0 
x 104), melanoma (UACC-62: 4,0 x104), ovário (OVCAR03: 6,5 x 104) e próstata 
(PC03: 4,5 x 104) e a linhagem controle, não tumoral, queratinócito humano 
(Hacat: 4,0 x104). 
 
As células foram cultivadas em meio de cultura RPMI 1640, com 5% de 
soro fetal bovino inativado à 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de CO2 
(SKEHAN etal., 1990). Foramutilizados100µL de células em RPMI 1640/SFB 
10%/gentamicina 50µg/mL, nas suas respectivas densidades de inoculação,  
em placas de 96 poços e incubadas à 37 ºC em atmosfera úmida com 5% de 
CO2. 
 
Após 24 horas, as amostras foram adicionadas em concentrações 
crescentes de 0,25 a 250µg/mL e, após 48 horas, fixadas com 50µL de ácido 
tricloroacético à 50% à 4ºC e incubadas por 1 hora à 4 ºC. Em seguida, as 
placas foram lavadas com água destilada e mantidas em temperatura ambiente 
até a secagem. 
 
A coloração foi então realizada pela adição de 50µL de sulforrodamina B 
à 0,4 % dissolvido em ácido acético à 1%, durante um período de 30 minutos. 
Após este período, as placas foram incubadas à 4 ºC, lavadas 4 vezes com 
ácido acético à 1% e secas novamente em temperatura ambiente e a leitura 
espectrofotométrica das placas foi realizada em um leitor de microplacas, na 
faixa de 540nm. 
 
Como controle positivo utilizou-se o quimioterápico Doxorrubicina nas 
mesmas concentrações das amostras em teste e como controle negativo o 
diluente DMSO/RPMI-1640 (0.1%). Foram analisados, também, em cada placa 
teste o branco do meio de cultura (sem células), branco de suspensão celular 
(controle do inoculo) e o branco das amostras teste, sendo que cada amostra 




Os resultados obtidos foram calculados pelas médias das absorbâncias 
descontadas de seus respectivos brancos, determinando-se a inibição de 
crescimento (IG). 
A porcentagem de crescimento foi calculada com os valores médios de 
absorbância de cada amostra,segundo as seguintes fórmulas: Se T > T1 → 
estímulo de crescimento celular; Se T ≥ T0< T1 → atividade citostática: %C = 
100 x [(T-T0)/( T1-T0)]; Se T< T0 → atividade citocida: %C = 100 x [(T-T0)/ T0]; 
Onde: T = média da absorbância da célula tratada – absorbância amostra sem 
célula; T1 = absorbância do branco de células; T0 = absorbância do controle de 
células na placa T0. 
 
Gráficos de porcentagem de crescimento versus concentração para  
cada uma das linhagens testadas foram elaborados e as três concentrações 
efetivas, denominadas GI50 (do inglês growth inhibition, concentração 
necessária para interromper em 50% o crescimento celular), TGI (do  inglês 
total growth inhibition, concentração necessária para que ocorra 0% de 
crescimento celular) e LC50 (do inglês lethal concentration, concentração 
necessária para que ocorra 50% de morte celular) foram calculadas por 




3.13. Avaliação da atividade antioxidante 
 
 
Os óleos essenciais tiveram sua capacidade antioxidante quantitativa 
avaliada pelo método ORAC-FL de acordo com metodologia descrita por 
PASCOAL et al. (2011). 
Foi utilizada a fluoresceína como sonda fluorescente e AAPH - 2,2'- 
Azobis (2-amidinopropano) dihidroclorídeo como fonte de radical livre. Os 
experimentos foram realizados em placas de microdiluição de 96 poços com 
modificações, preparando-se soluções estoques dos óleos essenciais (50 
mg/mL) em tampão fosfato/DMSO (99:1, v/v) e diluídas 100, 500, 1000, 5000 e 
10000 vezes com tampão fosfato. O Trolox foi utilizado como substância de 
referência por sua alta capacidade antioxidante e analisado nas concentrações 




A leitura foi realizada utilizando-se filtro fluorescente (absorção em 485nm e 
emissão em 528nm) em leitor de microplaca monitorando a cinética de reação  
a cada 2 min por um período de 70 min, a temperatura de 37ºC. Como controle 
negativo utilizou-se o diluente e como controle positivo a quercetina. 
Os resultados foram expressos como μmol de Trolox equivalente (TE) por 
grama de óleo essencial (μM de TE/g). Todos os experimentos foram  
realizados em triplicata. 
 
 
3.14. Delineamento experimental e análise estatística 
 
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Foram 
utilizados dois tratamentos (presença e ausência de hormônio) e dois períodos 
de analise (15 dias e 52 dias de tratamento) para cada espécie vegetal, com 10 
repetições por tratamento (n=10), sendo que cada repetição foi constituída por 
um vaso contendo uma planta. Foi realizada a análise de variância para 
comparação dos resultados dos dois tratamentos, 15 e 52 dias, com seus 
respectivos controles e, nos casos significativos, foi aplicado o teste de Tukey, 
ao nível de 5%.Para as análises dos óleos essenciais foi utilizada apenas uma 
amostra por tratamento, constituída por porção de todas as plantas de um 
mesmo tratamento, devido à necessidade de maior quantidade de biomassa 




3.15. Equipe envolvida no trabalho 
 
Todos os experimentos referentes ao desenvolvimento do projeto foram 
realizados no Departamento de Biologia Vegetal, Instituto de Biologia,  
Unicamp, sob a coordenação do Prof. Dr. Marcos José Salvador. O projeto 
contou com a colaboração da Profa. Dra. Claudia Regina Baptista Haddad 
(Departamento de Biologia Vegetal-IB/UNICAMP) que colaborou na parte dos 
experimentos de cultivo e que envolveram a Fisiologia Vegetal. As mudas  
foram fornecidas pela Dra. Eliane Gomes Fabri, Pesquisadora Científica III do 
Instituto Agronômico – IAC/APTA, que também colaborou com informações 




etc). Na realização dos experimentos para a avaliação da atividade antitumoral 
contou-se com a infra-estrutura e colaboração de pesquisadores da Área de 
Farmacologia do Centro de Pesquisas Químicas, Biológicas e Agrárias 
(CPQBA)-UNICAMP e do Centro Integrado de Pesquisas Oncohematológicas 







4.1 Avaliação dos parâmetros de crescimento: determinação de 
massa seca em folhas, altura, teor de clorofila e açúcares 
 
4.1.2 Análise do conteúdo de clorofila nas folhas 
 
 
O Índice de Teor de Clorofila (CCI) mostrou-se inalterado entre controles 
e tratamentos, para ambas as espécies e intervalos de tempo, como mostrado 






Figura 9- Índice de Teor de Clorofila (CCI) em folhas de C. citratus (a e b) e C. flexuosus (c e 
d), comparando-se controle (Controle) e tratamento (24-epi), após 15 e 52 dias da aplicação de 
24-epibrassinolídeo. Letras distintas representam diferença estatística significativa (ANOVA, 






4.1.3. Medida de matéria seca das folhas e altura das espécies 
vegetais 
 
Para ambas as espécies estudadas, o tratamento com o 24- 
epibrassinolídeo não promoveu diferença significativa no ganho de massa em 
nenhum dos grupos tratamentos quando comparados aos seus respectivos 
controles (Figura 10), tampouco promoveu diferenças no crescimento quando 





















Figura 10- Proporção de massa seca (MS) em relação a massa fresca (MF), em gramas (g), de 
folhas de C. citratus (a e b) e C. flexuosus (c e d). Letras distintas representam diferença 












Figura 11- Comparação de altura entre espécimes de C. citratus (a e b) e C. flexuosus (c e d). 






4.1.4. Teores de carboidratos. 
 
 
Os teores de carboidratos extraídos (açúcares e amido) e quantificados 
não apresentaram diferença significativa entre os controles e tratamentos, nas 
duas espécies (Figura 12). 
Porém observa-se porém que, em ambas as espécies e em todos os 
grupos, tratados e não tratados, que durante os primeiros 15 dias há uma maior 
concentração de amido e açúcares totais, situação que se inverte aos 52 dias. 
Isto se deve pelo crescimento normal dos vegetais, onde os mesmos tendem, 
na fase jovem, à acumular açúcares advindos da fotossíntese na forma de 









Figura 12- Concentração de carboidratos em folhas de C. citratus (a e b) e C. flexuosus (c e d), 
em mg/g de material vegetal. Letras distintas representam diferença estatística significativa 









Para a espécie C. citratus, não houve diferença significativa entre os 
grupos controles e tratamentos quanto ao rendimento de óleo essencial (% 
obtida da massa de 100g de folhas frescas utilizadas para extração de óleo), 
como mostrado na figura 13. Contudo, nota-se que no intervalo de 15 dias, 
tanto para o grupo controle quanto para o grupo tratado, o óleo essencial 
apresentou um rendimento médio aproximado de 0,20%, rendimento este 






Figura 13- Rendimento (%) de óleo essencial obtido de folhas de C. citratus. Letras distintas 
representam diferença estatística significativa (ANOVA, seguida de teste Tukey, com p<0,05). 
 
 
Os resultados para a espécie C. flexuosus não mostraram diferença 
significativa no rendimento de seu óleo essencial quando comparados os 
grupos controle e tratamento de 15 dias (Figura 14), porém a diferença torna-se 
significativa entre o grupo controle e o grupo tratamento de 52 dias, sendo que 
o rendimento médio deste mais que triplicou (0,52%) quando comparado a 
média de 0,15% de seu respectivo grupo controle (Figura 14). 
 
 
4.2.2. Análise do perfil químico dos componentes voláteis do óleo 
essencial. 
 
A análise por GC-EM revelou que a aplicação exógena de 24- 
epibrassinolíldeo levou a modulação dos constituintes dos óleos essências, 
acarretando diferenças quantitativas e qualitativas entre os óleos dos grupos 












Figura 14- Rendimento (%) de óleo essencial obtido de folhas de C.flexuosus.Letras distintas 




Os resultados foram comparados pela porcentagem da área dos picos 
majoritários identificados, sendo que somatória desses constituintes, em todos 
os grupos analisados, foi maior que 90% (Figuras de 15 a 22). 
Figura 16- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. citratus do grupo 





Figura 17- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. citratus do grupo 















Figura 15- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. citratus do grupo 
controle 15 dias. 
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Figura 18- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. citratus do grupo  






Figura 19- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. flexuosus do grupo 






Figura 20- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. flexuosus do grupo 
tratado 15 dias 
44 
 
Figura 21- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. flexuosus do grupo 




Figura 22- Cromatograma (CG-EM) do óleo essencial das folhas de C. flexuosusdo grupo 




As tabelas 2 e 3 mostram o perfil químico do óleo essencial de C. 






Tabela 2 - Componentes identificados por CG-EM em óleo essencial de C. citratus, após 15 
dias da aplicação de 24-epibrassinolídeo. 
 





Índice de Retenção 
 




Iᵏ Iᶜ Controle Tratamento 
Mirceno 988 982 5,24 2,45 -2,79 
Linalol 1199 1199 0,67 0,61 -0,06 
Citronelol 1132 1132 0 0,52 0,52 
Neral 1244 1244 30,13 30,69 0,56 
Geraniol 1254 1248 0 0,52 0,52 
Geranial 1273 1273 53,01 54,22 1,21 
Metil-citronelato 1337 1336 0,74 0,91 0,17 
Cariofileno 1414 1615 0,35 0,37 0,02 
Óxido de cariofileno 1583 1580 0 0,36 0,36 
Apiol 1685 1685 1,24 1,28 0,04 
Constituintes identificados com base no perfil de fragmentação do espectro de massas em CG-EM (NIST, 
2005) e peloÍndice de retenção de Kovats(Iᵏ= Índice de Kovats encontrado na literatura; Iᶜ= Índice de 
Kovats calculado) , baseado em série homóloga de n-alcanos, listados de acordo com a ordem de eluição 
na coluna Durabond-DB5 (30m). 
 
 
Tabela 3 - Componentes identificados por CG-EM em óleo essencial de C. citratus, após 52 







Índice de Retenção 
 




Iᵏ Iᶜ Controle Tratamento 
Mirceno 988 988 5,63 5,42 -0,21 
Citronelol 1132 1130 0 0,53 0,53 
Linalol 1199 1198 0,71 0,55 -0,16 
Neral 1244 1244 30,24 30,69 0,45 
Geraniol 1254 1253 1,51 2,14 0,63 
Geranial 1273 1268 52,44 52,72 0,28 
Cariofileno 1414 1414 0,38 0 0,38 
Óxido de cariofileno 1583 1583 0,73 0 0,73 
Apiol 1685 1684 0 1,4 1,4 
Linalol epóxido 2055 2052 0 1,24 1,24 
Constituintes identificados com base no perfil de fragmentação do espectro de massas em CG-EM (NIST, 
2005) e peloÍndice de retenção de Kovats(Iᵏ= Índice de Kovats encontrado na literatura; Iᶜ= Índice de 
Kovats calculado) , baseado em série homóloga de n-alcanos, listados de acordo com a ordem de eluição 




Observou-se que o tratamento com 24-epibrassinolídeo promoveu a 
síntese de todos os constituintes majoritários do óleo essencial de C. citratus, 
tanto para o grupo de 15 dias após o tratamento quanto para o de 52 dias, com 
exceção de Mirceno e Linalol que apresentaram queda em sua concentração 
quando comparados aos seus grupos controles. 
As tabelas 4 e 5 apresentam o perfil químico do óleo essencial da 
espécie C. flexuosus para os grupos controle e tratamento dos períodos 15 e  
52 dias, respectivamente. 
 
Tabela 4 - Componentes identificados por CG-EM em óleo essencial de C. flexuosus, após 15 
dias da aplicação de 24-epibrassinolídeo. 





Índice de Retenção 
 




Iᵏ Iᶜ Controle Tratamento 
α – Pineno 928 928 0,28 0,79 0,51 
Limoneno 1019 1017 0,29 0,92 0,63 
Linalol 1199 1199 0,3 0,79 0,49 
Cis-geraniol 1211 1211 0,52 0,79 0,27 
Neral 1244 1240 30,57 36,68 6,11 
Geraniol 1254 1249 3,3 8,03 4,73 
Geranial 1273 1272 54,77 66,61 11,84 
Cariofileno 1414 1413 0,8 1,69 0,89 
Óxido de cariofileno 1558 1558 1,62 3,32 1,7 
Apiol 1685 1684 1,17 3,15 1,98 
 
Constituintes identificados com base no perfil de fragmentação do espectro de massas em CG-EM (NIST, 
2005) e peloÍndice de retenção de Kovats(Iᵏ= Índice de Kovats encontrado na literatura; Iᶜ= Índice de 
Kovats calculado) , baseado em série homóloga de n-alcanos, listados de acordo com a ordem de eluição 






Tabela 5 - Componentes identificados por CG-EM em óleo essencial de C. flexuosus, após 52 
dias da aplicação de 24-epibrassinolídeo. 





Índice de Retenção 
 




Iᵏ Iᶜ Controle Tratamento 
Mirceno 988 985 0,3 0,17 -0,13 
Limoneno 1019 1019 0,17 0,15 -0,02 
Linalol 1199 1199 0,26 0,25 -0,01 
Cis-geraniol 1211 1211 0,12 0,2 0,08 
Neral 1244 1240 30,87 31,57 0,7 
Geraniol 1254 1252 0,79 1,31 0,52 
Geranial 1273 1273 59,33 59,03 -0,3 
Óxido de cariofileno 1414 1414 1,07 1,36 0,29 
Cariofileno 1583 1581 0 0,72 0,72 
Apiol 1685 1685 1,45 1,56 0,11 
 
Constituintes identificados com base no perfil de fragmentação do espectro de massas em CG-EM (NIST, 
2005) e peloÍndice de retenção de Kovats(Iᵏ= Índice de Kovats encontrado na literatura; Iᶜ= Índice de 
Kovats calculado), baseado em série homóloga de n-alcanos, listados de acordo com a ordem de eluição 
na coluna Durabond-DB5 (30m). 
 
 
Aos 15 dias da aplicação do precursor hormonal, nota-se um aumento 
nas concentrações de todos os constituintes do óleo de C. flexuosus, como as 
diferenças positivas entre as porcentagens das áreas dos picos revelam. 
Aos 52 dias, contudo, nota-se a ausência de Linalol nos óleos  
analisados e a produção de Mirceno em seu lugar, bem como a diminuição da 
porcentagem de sua área quando comparado ao grupo controle (diminuição de 
0,13%). Há diminuição de porcentagem, também, para Limoneno, Linalol e 
Geranial. 
 
4.2.3. Análise de Atividade Antioxidante. 
 
As Tabelas 6 e 7 mostram os resultados obtidos para as espécies C. 
citratus e C. flexuosus, respectivamente, para o teste antioxidante ORACFL, uma 
avaliação de caráter quantitativo a respeito da capacidade antioxidante que 






Tabela 6 - Atividade antioxidante do óleo essencial de C. citratus. 
 
Amostra* ORACFL  (µmol TE/g)ª Atividade 
 





Tratamento 15 dias 3429 (4,63)i Forte 
Controle 52 dias 3414 (5,24)i Forte 
Tratamento 52 dias 2537 (2,00)ii Forte 
*Óleo essencial da espécie C. citratus tratado com 24-epibrassinolídeo (tratamento 15 dias e tratamento 
52 dias) e de seus respectivos grupos controle (Controle 15 dias e Controle 52 dias) que não receberam o 
tratamento. ªResultados apresentados como média (coeficiente de variação) do ensaio em triplicata e 
expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes por grama de óleo. 
 
 
Tabela 7 - Atividade antioxidante do óleo essencial de C. flexuosus. 
 
Amostra* ORACFL  (µmol TE/g)ª Atividade 
 





Tratamento 15 dias 2898 (1,86)i Forte 
Controle 52 dias 2632 (3,0)i Forte 
Tratamento 52 dias 2171 (8,12)ii Forte 
*Óleo essencial da espécie C. citratus tratado com 24-epibrassinolídeo (tratamento 15 dias e tratamento 
52 dias) e de seus respectivos grupos controle (Controle 15 dias e Controle 52 dias) que não receberam o 
tratamento. ªResultados apresentados como média (coeficiente de variação) do ensaio em triplicata e 
expressos em termos de micromol de Trolox equivalentes por grama de óleo.Estatisticas: letras distintas 





SALVADOR et al. (2007) caracterizam a atividade antioxidante de uma 
molécula ou mistura como forte se seu valor for igual ou superior a 800 µmol 
TE/g, medida essa expressa em unidades de micromol de Trolox equivalente 
por grama de óleo. 
Os resultados para ambas espécies mostraram valores superiores a 
este, caracterizando uma forte atividade antioxidante, sobretudo para os grupos 





4.2.4. Análise de Atividade Antimicrobiana – CIM (Concentração 
Inibitória Mínima). 
 
Os resultados para a atividade antimicrobiana estão apresentados em 
termos de Concentração Inibitória Mínima (CIM, em µL/mL), quantidade mínima 
de amostra necessária para inibir em 100% o crescimento dos microrganismos 
testados. 
Para o óleo da espécie C. citratus, nota-se uma grande atividade 
antimicrobiana, tanto para o óleo obtido do grupo controle quanto do tratado, 
para o período de 15 e 52 dias (Tabela 8 e 9). Destaca-se, ainda, que o óleo 
proveniente dos grupos tratados, de ambos os períodos, possui valor de CIM 
maior do que seus respectivos grupos controle porém, seu espectro de ação é 
amplo, tendo mostrado atividade contra todas as cepas testadas. 
 
Tabela 8- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de C. citratus, expressa em valores de 
Concentração Mínima Inibitória (CIM), para os grupos controle (Controle) e tratamento (24-epi), 
15 dias após aplicação de 24-epibrassinolídeo. 
 
15 dias CIM (µL/mL) 
Microorganismos   





Escherichia coli ATCC 10538   
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843 3 3 
Salmonella thiphymurium cepa de campo St - 4 
 





Staphylococcus aureus ATCC 14458 1,5 5 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 2,5 4 
 





Candida dubliniensis ATCC 777 3 4 
Candida glabrata ATCC 30070 3,5 4 
Candida parapsilosis ATCC 22019 3,5 3,5 
Candida tropicalis ATCC 157 4 4 
 
 






Tabela 9- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de C. citratus, expressa em valores de 
Concentração Mínima Inibitória (CIM), para os grupos controle (Controle) e tratamento (24-epi), 




52 dias CIM (µL/mL) 
Microorganismos   





Escherichia coli ATCC 10538   
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843 3 4 
Salmonella thiphymurium cepa de campo St - 4 
 





Staphylococcus aureus ATCC 14458 2,5 5 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 2,5 4 
 





Candida dubliniensis ATCC 777 - 4 
Candida glabrata ATCC 30070 - 4 
Candida parapsilosis ATCC 22019 1,25 3,5 




*- = efeito antimicrobiano não detectado até a maior concentração utilizada= 10 µL/mL. 
 
 
O óleo essencial do grupo controle 15 dias da espécie C. flexuosus 
mostrou baixa atividade antimicrobiana, tendo efeito observado apenas contra  
a levedura C. dubliniensis ATCC 777, enquanto que o óleo do grupo tratado 15 
dias mostrou atividade inibitória contra todas as cepas testadas (Tabela 10). 
Ainda sobre a espécie C. flexuosus, o óleo do grupo controle 52 dias 
mostrou melhor atividade quando comparado ao controle 15 dias, tendo efeito 
sobre as cepas Escherichia coli ATCC 10538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 
27843, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, Candida dubliniensis ATCC 
777, Candida glabrata ATCC 30070 e Candida parapsilosis ATCC 22019, mas, 
novamente, o espectro de ação antimicrobiana do óleo essencial obtido das 




de tratamento, atingiu mais cepas microbianas, quando comparado com o 
respectivo óleo essencial controle (Tabela 11). 
 
 
Tabela 10- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de C. flexuosus, expressa em valores de 
Concentração Mínima Inibitória (CIM), para os grupos controle (Controle) e tratamento (24-epi), 
15 dias após aplicação de 24-epibrassinolídeo. 
 
15 dias CIM (µL/mL) 
Microorganismos   





Escherichia coli ATCC 10538   
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843 - 1,3 
Salmonella thiphymurium cepa de campo St - 4 
 





Staphylococcus aureus ATCC 14458 - 4 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 - 1,5 
 





Candida dubliniensis ATCC 777 4 4 
Candida glabrata ATCC 30070 - 3 
Candida parapsilosis ATCC 22019 - 1,3 
Candida tropicalis ATCC 157 - 1,3 
 
 





Tabela 11- Atividade antimicrobiana do óleo essencial de C. flexuosus, expressa em valores de 
Concentração Mínima Inibitória (CIM), para os grupos controle (Controle) e tratamento (24-epi), 
52 dias após aplicação de 24-epibrassinolídeo 
 
52 dias CIM (µL/mL) 
Microrganismos   





Escherichia coli ATCC 10538   
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27843 1,5 1,5 
Salmonella thiphymurium cepa de campo St -* 4 
 





Staphylococcus aureus ATCC 14458 - 4 
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1,5 2 
 





Candida dubliniensis ATCC 777 2 4 
Candida glabrata ATCC 30070 1,25 3 
Candida parapsilosis ATCC 22019 1 1,3 
Candida tropicalis ATCC 157 - 2 
 
 
*- = efeito antimicrobiano não detectado até a maior concentração utilizada= 10 µL/mL. 
 
 
4.2.4.Avaliação de Atividade Antiproliferativa frente à linhagens 
celulares tumorais humanas 
 
A atividade antiproliferativa dos óleos essenciais, tratados ou não com 
24-epibrassinolídeo, foi avaliada frente a linhagens tumorais e não tumorais 
(Hacat, Keratinocitos humanos).Os resultados mostraram que o óleo essencial 
de C. citratus apresentou atividade antiproliferativa frente as linhagens de 
células tumorais U251 (glioma), OVCAR-3 (ovario) e K562 (leucemia) com 
valores de TGI (concentração que leva a inibição total do crescimento das 
células) entre 0,05 e 202,15 µg/mL e que frente a linhagem de células controle 
não tumorais, HaCat-keratinocitos humano, o valor de TGI foi maior que a  




das folhas de C. citratus obtido após 52 dias de tratamento apresentou valores 
de TGI menores para as linhagens em que se mostrou ativo, quando 
comparado ao efeito do óleo essencial controle, sugerindo que o tratamento 
com o 24-epibrassinolideo, modulou a atividade biológica, promovendo a 
melhora da atividade antiproliferativa deste óleo essencial frente a linhagens de 
células tumorais (Tabela 12). 
 
 
Tabela 12- Atividade antiprolifetativa do óleo essencial de Cymbopogom citratus. 
 
Amostras de óleo essencial Valores de TGI em µg/mL frente as diferentes linhagens celulares* 
 U251 MCF-7 NCI/ADR/RES OVCAR-3 HT29 K562 HaCat 
C.citratus-15d 0,05 12,80 >250 1,71 103,55 22,14 >250 
C.citratus com 24 epi brassinolideo- 
15d 
0,06 6,50 >250 1,48 98,96 10,67 >250 
C.citratus-52d 0,12 38,18 >250 39,06 202,15 19,57 >250 
C.citratus com 24 epi brassinolideo- 
52d 
0, 05 30,97 >250 8,89 164,66 17,36 >250 
Doxorrubicina (controle positivo) 0,02 0,03 4,87 0,70 0,25 0,22 0,08 
*TGI – Total Growth Inhibition – Concentração que leva a inibição de crescimento total (100%), 
em µg/mL, valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de 
variação inferiores a 5%; U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário resistente a 
múltiplos fármacos);786-0 (rim); NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); OVCAR-3 
(ovário); HT-29 (cólon); K562 (leucemia); HaCat, linhagem de célula não cancerosa 
(keratinocitos humanos). 
Para a espécie C. flexuosus, a atividade antiproliferativa do óleo 
essencial foi observada para as linhagens de células tumoraisU251 (glioma), 
OVCAR-3 (ovario) e K562 (leucemia), com valores de TGI entre 0,10 e 
113,4µg/mL (Tabela 13). Para a linhagem controle não tumoral HaCat 
(keratinocitos humano), o valor de TGI determinado foi maior 250 µg/mL. Estes 
resultados sugerem que o óleo essencial de C. flexuosus obtido após 52 dias 
de tratamento com o 24-epibrassinolideo apresentou valores de TGI menores 
para as linhagens em que se mostrou ativo, quando comparado ao efeito do 
óleo essencial controle, sugerindo que o tratamento com o 24-epibrassinolideo, 
modulou a atividade biológica, promovendo a melhora da atividade 
antiproliferativa deste óleo essencial frente a linhagens de células tumorais 
(Tabela 12)., com valores menores para o óleo obtido após 52 de tratamento, 





Tabela 13- Atividade antiprolifetativa do óleo essencial de Cymbopogom flexuosus. 
 
Amostras de óleo essencial das folhas Valores de TGI em µg/mL frente as diferentes linhagens celulares* 
 U251 MCF- 
7 
NCI/ADR/RES OVCAR-3 HT29 K562 HaCat 
C.flexuosus-15d 0,11 >250 >250 >250 >250 113,4 >250 
C.flexuosus-52d 0,10 >250 >250 37,57 >250 90,52 >250 
C.flexuosuscom 24 epi brassinolideo- 
15d 
0,38 >250 >250 >250 >250 >250 >250 
C.flexuosus com 24 epi brassinolideo - 
52d 
0,29 49,47 >250 33,23 241,0 74,33 >250 
Doxorrubicina (controle positivo) 0,02 0,03 4,87 0,70 0,25 0,22 0,08 
*TGI – Total Growth Inhibition – Concentração que leva a inibição de crescimento total (100%), 
em µg/mL, valores expresso como média de ensaios em triplicata e com coeficientes de 
variação inferiores a 5%; U251 (glioma); MCF-7 (mama); NCI-ADR/RES (ovário resistente a 
múltiplos fármacos); 786-0 (rim); NCI-H460 (pulmão, tipo não pequenas células); OVCAR-3 








5.1. Avaliação dos Parâmetros de Crescimento: mensuração de 
massa seca em folhas, altura, teor de clorofila e açúcares. 
 
A aplicação de 24-epibrassinolídeo não levou a diferenças de 
crescimento significativas nas espécies C. citratus e C. flexuosus nas  
condições de cultivo empregadas, como os resultados apresentados 
demonstram. 
Os índices de teor de clorofila (CCI), pigmento responsável pela 
captação de luz para conversão de gás carbônico e água em açúcares, 
mantiveram-se semelhantes entre os grupos tratados e seus respectivos 
controles. Logo, a produção e armazenamento de açúcares, e 
consequentemente o crescimento advindo da utilização destes (SPOERH e 
MILNER,1936), também se comportaram da mesma maneira. 
Os efeitos promotores e protetores mais significativos dos BRs tem sido 
observados em vegetais sob condições estressantes, sendo na presença de 
contaminantes, como metais pesados, ou fatores abióticos, como estresse 
hídrico e salino (FARIDUDDIN et al., 2013; HAYAT et al., 2007; OGWENO et 
al., 2008; XIA et al., 2009), condições essas não empregadas no presente 
trabalho por não se enquadrarem nos objetivos propostos. 
Outro fator que pode ter levado a ausência de diferenças relevantes no 
crescimento das espécies e no teor de clorofila e açúcares foi a concentração 
(10-7 M) de 24-epibrassinolídeo utilizada. DALIO et al. (2011) empregaram esse 
teor de 24-epibrassinolideo como uma concentração não-tóxica, capaz de 
promover mudanças metabólicas em vegetais. Os resultados obtidos 
demonstram não haver efeitos tóxicos decorrentes desta aplicação, contudo 
efeitos benéficos como ganho de massa e aumento de teor de clorofila também 
não foram observados. 
Desta forma, novos estudos devem ser realizados para uma melhor 
compreensão dos mecanismos de ação e controle metabólico do 24- 
epibrassinolídeo nas espécies C. citratus e C. flexuosus,  avaliando-se 




ótimo para cada espécie, capaz de produzir os efeitos benéficos em seu 
crescimento. 
 
5.2 .Óleo Essencial. 
 
 
5.2.1. Rendimento do óleo essencial extraído 
 
 
A porcentagem (titulo) de óleo essencial extraída das folhas de C. 
citratus manteve-se sem diferenças significativas entre os respectivos grupos 
controle e tratamento aos 15 e 52 dias de tratamento. Múltiplos fatores, bióticos 
e abióticos (D’ANTUONO, 2000; VERMA et al., 2015), são responsáveis pelo 
controle da produção dessas substâncias, destacando-se a eficiência 
fotossintética e a produção de açúcares(SANGWAN et al., 2001),importantes 
fontes de esqueletos carbônicos para rotas metabólicas mais complexas. 
Como relatado no tópico anterior, a aplicação do precursor hormonal 24- 
epibrassinolideo não produziu diferenças nessas grandezas, sendo esperado 
que os efeitos sobre a produção e rendimento de óleo essencial fossem 
também semelhantes. 
Entretanto, para a espécie C. flexuosus obteve-se um rendimento de 
óleo essencial maior no grupo de 52 dias após a aplicação de 24- 
epibrassinolídeo (0,52%), mesmo com os teores de clorofila e açúcares não 
apresentando diferenças significativas entre este grupo e seu controle. 
Uma hipótese que justificaria esse aumento no rendimento de óleo 
essencial seria um acréscimo nas estruturas secretoras e de armazenamento 
destas substâncias nas folhas. FRATERNALE, GIAMPERI e RICCI, 
(2003)trataram espécimes de Thymus mastichina, uma erva perene,com benzil-
adenina - uma enzima da classe das citocinas consideradas excelentes 
promotoras de crescimento pela sua capacidade de modulação metabólica - na 
concentração de 0,10 mg.L-1e notaram que as folhas tratadas com essa enzima 
apresentaram maior rendimento de óleo essencial emaior densidade de 
tricomas, estruturas secretoras destas substâncias. 
Mesmo sem a comparação da densidade de tricomas no presente 
trabalho, FRATERNALE et al. (2003) sugeriram que a aplicação de promotores 




alterações fisiológicas por eles desencadeadas, influenciando, assim, a 
produção de óleo essencial diretamente. 
 
5.2.2. Análise do perfil químico dos componentes voláteis do óleo 
essencial. 
 
A aplicação de 24-epibrassinolídeo levou modificações qualitativas e 
quantitativas no óleo essencial das duas espécies de Cymbopogon estudadas. 
No óleo essencial de C. citratus houve diminuição nas concentrações de 
Mirceno e Linalol na sua composição, nos dois grupos tratados (15 e 52 dias),  
e aumento nas concentrações de Neral e Geranial. 
Para a espécie C. flexuosus, o tratamento levou a aumento da 
concentração de todos os componentes majoritários após os 15 dias de 
aplicação. Mas, aos 52 dias da aplicação, houve queda nas concentrações de 
Mirceno, Linalol e Geranial. 
SWAMY e RAO (2009) obtiveram resultados semelhantes quando 
utilizaram o 24-epibrassinolídeo em plantas de Gerânio (Pelargonium 
graveolens). O rendimento do óleo foi maior nos grupos tratados com o 
hormônio, havendo aumento também de Geraniol, o componente majoritário 
mais expressivo nesse óleo. Eles observaram também que o tratamento levou  
a diminuição de outros componentes da mistura, dentre eles o Linalol. Os 
autores então assumiram que o tratamento exógeno com 24-epibrassinolídeo 
aumentou a produção e alterou a qualidade do óleo essencial nessas plantas 
por ampliar o potencial genético intrínseco desses organismos, da  mesma 
forma como foi observado no presente estudo para as espécies de 
Cymbopogon. 
Todavia, não foram encontrados, até o presente momento, estudos 
bioquímicos que elucidem as modificações metabólicas decorrentes da 
atividade de brassinosteróides que levam a ativação e/ou inativação de genes 
ligados a produção de óleo essencial e seus componentes, bem como da 





5.2.3. Análise de Atividade Antimicrobiana. 
 
 
As mudanças verificadas nos constituintes dos óleos essenciais levaram 
a mudanças em suas atividades biológicas e antioxidantes, como mostrado nos 
resultados. 
Os óleos tratados das espécies de Cymbopogon com 24- 
epibrassinolídeo apresentaram aumento em seus constituintes majoritários, 
com exceção de Linalol e Mirceno que tiveram sua participação reduzida em 
ambos os grupos tratados. Essa diferença na composição química resultou em 
uma ampliação no espectro de ação desses óleos tratados, sendo verificada 
ação antimicrobiana contra todas as cepas testadas. Entretanto, essa mudança 
na sua composição elevou o MIC desse óleos quando comparados aos seus 
controle. 
Os óleos essenciais de C. citratus e C. flexuosus, vêm sendo 
amplamente estudados como antimicrobianos (CARMO et al., 2013; KHAN e 
AHMAD, 2012) e seus efeitos têm se mostrado bastante promissores contra 
leveduras do gênero Candida (KHAN e AHMAD, 2012), bactérias 
(LERTSATITTHANAKORN  e  MANWIWATTANAKUN,  2014)   e  até    mesmo 
contra fungos fitopatogênicos de espécies de interesse. Econômico (CARMO et 
al., 2013) e larvicida (PINTO et al., 2015). 
Em estudos com o óleo essencial de C. citratus e de Syzygium 
aromaticum e KHAN e AHMAD (2012) e OLIVEIRA et al.(2013) atribuíram a 
capacidade antimicrobiana verificada para o óleo à mistura complexa de 
componentes em cada um dos óleos essenciais, destacando o Neral, Geranial 
e Geraniol como componentes principais do óleo de C. citratus que lhe 
conferem atividade biológica contra microrganismos, interferindo na integridade 
de sua membrana plasmática, no funcionamento de suas enzimas ou 
incapacitando a formação de biofilmes, tornando os microrganismos mais 
susceptíveis a ação de outros componentes presentes no óleo essencial. 
Como o óleo da espécie C. flexuosus comportou-se de forma 
semelhante ao tratamento com o BR, assumimos, com base no que foi acima 
discutido, que a melhora em sua atividade é reflexo dos componentes 




A diferença de atividade entre os óleos essenciais dos grupos controles 
das duas espécies de Cymbopogonestudadas sugere mudanças intrínsecas 
dos organismos durante seu crescimento que, através de estímulos mecânicos, 
físicos ou químicos, parecem modular a sua composição quimica, biossintese e 
atividade biológica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007; GUIMARÃES et al., 2008; 
MORAIS, 2009). Ainda SANTOS et al. (2013) documentaram que a exposição  
a microorganismos e a predadores também podem modificar a composição 
desse óleo e auxiliaram nas defesas do vegetal contra estes organismos. 
 
5.2.4. Análise de Atividade Antioxidante. 
 
 
A atividade antioxidante dos óleos de 15 dias após tratamento, de  
ambas as espécies, foi maior quando comparada ao seu grupo controle e 
também com o grupo de 52 dias após o tratamento (3,24, para C. citratus, 3,89 
para C. flexuosus). 
Para a espécie C. citratus, essa melhora provavelmente se deve ao 
aumento dos constituintes majoritários, como Neral (30%) e Geranial (53%), 
enquanto que para C. flexuosus essa atividade é resultado do aumento de 
concentração de todos os componentes majoritários identificados nesse 
trabalho, inclusive do Neral e Geranial. 
RORIZet al. (2015) investigaram a atividade antioxidante de chás 
comercializados, puros e em misturas e obtiveram como resultado que os 
componentes presentes nas folhas da espécie C. citratus apresentam forte 
atividade antioxidante, aconselhando que as pessoas consumam chás que 
tenham em sua composição pelo menos 60% desse material.TAVARESet 
al.(2015)também analisaram a capacidade antioxidante de extratos aquosos 
hidrodestilados e fenólicos de folhas de C. citratus e obtiveram resultados 
promissores para utilização destes extratos como conservantes na indústria de 
alimentos. 
De maneira geral oaumento na concentração de componentes presentes 
no óleo essencial das espécies de Cymbopogon e que apresentam atividade 
antioxidante isoladamente, podem contribuir para o aumento na atividade 
antioxidante do óleo essencial, como foi observado neste trabalho para o óleos 




Para os óleo de 52 dias, mesmo com resultados de forte atividade 
antioxidante, os valores obtidos em termos de µmol de TE/g de óleo essencial 
foi menor do que o obtids para seus respectivos controles (2,53 e 3,41 µmol de 
TE/g de óleo essencial para C. citratus; e 2,17 e 2,63 µmol de TE/g de óleo 
essencial para C. flexuosus). STOBIECKA, BONIKOWSKI e KULA (2014) 
conduziram trabalho para avaliar a atividade antioxidante de análogos  
sintéticos de Linalol, uma substância com forte atividade antioxidante, 
considerada pelos autores como uma das melhores sequestrantes de radicais 
livres. Como observado nos resultados, os óleos que foram tratados com 24- 
epibrassinolídeo apresentaram queda e/ou ausência de Linalol em sua 
composição, sobretudo aos 52 dias, o que pode ter contribuído para a 
diminuição da capacidade antioxidante dos óleos essências das espécies 




5.2.5. Atividade Antiproliferativa frente à linhagens tumorais 
humanas. 
 
Os resultados obtidos mostraram que os óleos essenciais das folhas  de 
C. citratus e C. flexuosus, apresentam atividade antiproliferativa frente a 
linhagens de células tumorais, não sendo detectado efeito antiprolifetarivo para 
a linhagem controle não tumoral HaCat (keratinocitos humano) com o valor de 
TGI para esta linhagem maior que 250 µg/mL. Estes resultados sugerem que o 
óleo essencial de C. citratus e C. flexuosus obtido após 52 dias de tratamento 
com o 24-epibrassinolideo apresentou valores de TGI menores para as 
linhagens em que se mostrou ativo, quando comparado ao efeito do óleo 
essencial controle, sugerindo que o tratamento com o 24-epibrassinolideo, 
modulou a atividade biológica, promovendo a melhora da atividade 
antiproliferativa destes óleos essenciais frente a linhagens de células tumorais, 
sugerindo melhora nos resultados da atividade biológica deste óleo. 
PIARU et al. (2012) relataram efeito antiproliferativo para o óleo  
essencial de folhas de C. citratus para linhagens de carcinoma de colon  (HCT- 
116) e carcinoma de mama (MCF-7) pelo ensaio MTT, com inibição maior que 




do óleo extraído por eles também eram o Neral (29,4%) e o Geranial (44,6%), 
que possuem atividade anticâncer e antiangiogênica descritas na literatura. Os 
autores consideram, também, que os outros compostos monoterpenóides 
presentes no óleo de C. citratus possuem atividade químiopreventiva e 
quimioterapêutica, já testada para linhagens tumorais mamárias, constituindo 
assim uma nova classe de agentes terapêuticos ainda pouco estudada. 
SHARMA et al. (2009) realizaram testes antiproliferativos com óleo 
essencial de C. flexuosus em ensaios de SBR e obtiveram atividade contra 
linhagens tumorais de cólon (HT-29, HCT-15, SW-620 E 502713), de pulmão 
(H-226, A-549 e Hop-62) e de outros órgãos, como próstata (DU-145). 
Novamente, os autores associaram a atividade aos componentes majoritárias e 
aos monoterpenóides presentes no óleo essencial. 
O mecanismo de ação de ambos os óleos sobre as células são 
semelhantes, tanto in vivo como in vitro, promovendo a diminuição da 
inflamação na região do tumor, induzindo apoptose nas células tumorais e 
diminuindo a capacidade de proliferação destas células, efeitos observados e 
relatados por ambos os autores citados acima. ZENG et al. (2015) realizaram 
um trabalho sobre os efeitos antitumorais do Neral e Geranial e relataram que 
sua atividade é decorrente da ativação da caspase 3, que age nas células 
tumorais inibindo a expressão gênica do Bcl-2 e estimulando o gene p53,  
sendo o start na cadeia de reações que leva a célula a apoptose. 
Como evidenciado por estes estudos, a composição do óleo essencial 
pode influenciar a capacidade e a atividade biológicas dos óleos essenciais 
(PIARU et al. 2012; SHARMA et al., 2009). Os resultados obtidos no presente 
estudo corroboram isto, e sugerem que o óleo essencial de C. citratus e C. 
flexuosus tratado com 24-epibrassinolídeo, aos 52 dias, apresentam atividade 
antiproliferativa promissora frente às linhagens tumorais U251 (glioma), 







Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a aplicação do 24- 
epibrassinolídeo não promoveu diferenças significativas no crescimento, no 
ganho de massa, no teor de clorofila e nos teores de açúcares totais solúveis, 
amido e sacarose nas folhas de C. citratus e C. flexuosus, para os grupos 
tratados por 15 e 52 dias com o brassinolídeo, quando comparados aos seus 
respectivos grupos controle. 
Todavia, a aplicação exógena do 24-epibrassinolídeo promoveu 
mudanças qualitativas e quantitativas nos componentes do óleo essencial 
obtidos das folhas para as duas espécies estudadas, com destaque para os 
constituintes Neral e Geranial, que apresentaram aumento de suas 
porcentagens (aumento superior a 30% e 50%, respectivamente), resultando 
em melhora na atividade antioxidante, antimicrobiana e antiproliferativa frente a 
linhagens de células tumorais destes óleos essenciais. 
Portanto os resultados sugerem que o 24-epibrassinolídeo não 
apresentou efeitos tóxicos sobre as espécies C. citratus e C. flexuosus, 
modulando o perfil de constituintes químicos, da atividade biológica 
(antimicrobiana e antiproliferativa) e antioxidante óleos essenciais obtidos das 
folhas destes vegetais. 
Contudo, dada as variações intrínsecas dos organismos e da 
variabilidade de fatores envolvidos na biossintese e composição de óleo 
essencial, estudos mais detalhados devem ser realizados para melhor se 
entender os mecanismos de ação dos BRs nessas vias metabólicas, bem como 
a descoberta das melhores condições de cultivo e da concentração de 24- 
epibrassinolídeo a serem utilizadas nas espécies C. citratus e C. flexuosus para 
obtenção de seus efeitos benéficos no crescimento do vegetal e para a 
produção de um óleo essencial de qualidade e com alto valor agregado com 







A continuidade dos estudos se faz necessária para se obter maiores 
informações quanto a maneira como este e outros brassinosteroides e 
hormônios vegetais interferem na biogênese dos derivados de isopreno e nas 
rotas biossinteticas de óleos essenciais e de outros metabolitos secundários 
vegetais. Ainda é preciso verificar se os resultados aqui encontrados 
apresentam tendência de se repetir com estas plantas e qual o efeito na 
modulação do perfil químico e nas atividades biológicas dos óleos essenciais 
das folhas destas espécies vegetais estudadas frente a diferentes doses de 24- 
epibrassinolideo e sob diferentes condições de cultivo incluindo situações de 
estresse, análises de outras partes da planta e em diferentes estágios de 
desenvolvimento uma vez que não se sabe se ação do brassinosteróide ocorre 
em períodos específicos, como no caso do presente estudo, após a floração  
em que a planta passou por grandes alterações fisiológicas, dentre outras 
abordagens. 
Assim estudos multidisciplinares continuados envolvendo aspectos 
químicos e biológicos poderão possibilitar avanços no entendimento da 
complexidade molecular em termos químicos e bioquímicos para investigar 
como as moléculas interagem no meio biológico e, assim, tentar entender a 
natureza. Para tanto é necessário se intensificar os estudos para o avanço do 
conhecimento de maneira a melhor entender diferentes situações que incluem 
a análise de fluxos metabólicos, as associações moleculares e biológicas 
(antagônicas ou sinérgicas) que permitam integrar conhecimentos e assim 
permear a complexa teia evolutiva dos diversos organismos e destes com a 
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